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Abstract 
   It's no exaggeration to say that the current progression of life science depends on the 
development of the new analytical methods and analysis devices for target molecules.  Especially, 
analysis of biomolecule such as protein or DNA is required in not only the life sciences research but 
also the development of drugs.  And the high sensitive and specific assay of biomolecules greatly 
contributes to the progress of many research fields. 
   We reported the specific chemiluminescence reagent of nucleic acid, and selective fluorescence 
reaction for peptides.  In this presentation, I will introduce the high sensitive and specific 
analytical methods based on the fluorescence reaction for biomolecules related to life phenomenon or 
diseases. 
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【要旨】 
 現在の生命科学の発展は、対象分子の新たな解析方法や分析装置の開発に依存しているといっても過
言ではない。特に、タンパク質や DNA などの生体高分子の解析は、生命科学研究だけでなく、創薬研
究においても必要とされており、生体高分子の高感度かつ特異的な測定法は、各研究分野の進展に大き
く貢献する。 
 これまでに我々は、核酸と特異的に反応して化学発光する試薬やペプチドに選択的な蛍光反応を開発
してきた。本報告会では、この蛍光反応を応用した、疾病や生命現象に関与する生体高分子の高感度か
つ特異的な測定法の開発について紹介する。 
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【ペプチドに選択的な蛍光反応】 
 我々は、ペプチドを酸化剤存在下、カテコールと反応させることで、ペプチドを蛍光誘導体へと変換
する反応を見出した（図１）。この反応は、ペプチドに非常に選択的であり、糖、核酸、アミノ酸、タ
ンパク質などの他の生体分子では蛍光を生じない。 
 
 
 
 
 
 
図１ ペプチドに選択的な蛍光反応 
さらに、この研究過程において、N末端にグリシンまたはセリンを持つペプチドをより選択的に蛍光誘
導体化できる反応を開発した。そこで、この反応を応用したコラーゲン定量法およびカスパーゼ活性測
定法の開発を試みた。 
  
【コラーゲン定量法の開発】 
 コラーゲンは、細胞外マトリックスや結合組織を構成する主要な構造タンパク質で、哺乳動物の全タ
ンパク質の約 30%を占める。コラーゲンの過剰な蓄積や分解は疾病に深く関与しており、線維症などで
は過剰のコラーゲンが、関節炎などではコラーゲンの減少が、それぞれ認められる。そのため、微量の
生体サンプルを用いて簡便かつ正確にコラーゲンを定量する技術の開発が望まれている。 
 コラーゲンは、グリシン‐X‐Y というトリペプチドの繰り返し配列を多く含み、細菌由来コラゲナ
ーゼは、コラーゲンを分解してN末端にグリシンを持つペプチドフラグメントを生成することが知られ
ている。そこで、コラーゲンの酵素分解と上述の蛍光反応を組み合わせた、コラーゲン定量法の開発を
行った（図２）。 
 
 
 
 
 
                                  図２ コラーゲン定量法の 
                                     原理図 
 
 
 その結果、本手法によるコラーゲンの検出下限は0.18 µg/mL であり、12 µg/mLまで定量的にコラー
ゲンを検出できた。本手法は、コラーゲンに対して高い特異性を示し、非コラーゲン性タンパク質には
全く蛍光を示さなかった。既知の色素法や免疫測定法と比較して選択性および感度において優れていた
ことから、本手法は簡便なコラーゲン定量法として有用であると考えられる。 
 
【カスパーゼ活性測定法の開発】 
 カスパーゼは、タンパク質中のアスパラギン酸残基のC末側を切断するシステインプロテアーゼであ
り、現在、哺乳動物において 14 種類のカスパーゼが報告されている。カスパーゼは、アポトーシスの
重要な制御因子であり、また、サイトカインの活性化を介して免疫系の調節にも関与している。 
 本研究では、上述したN末端にセリンを持つペプチドに選択的な蛍光反応を用い、カスパーゼの新規
活性測定法を開発した。実験には、モデル酵素としてカスパーゼ-3とカスパーゼ-8を、それらの酵素に
対する基質としてAc-DRVDSKTSとAc-YVADSSNSFをそれぞれ用いた。それぞれの酵素と基質を反
応させ、蛍光誘導体化後、HPLCによって、生成されるN末端セリン含有ペプチド（SKTSおよびSSNSF）
を一斉に解析したところ、カスパーゼ-3 とカスパーゼ-8 の酵素活性をそれぞれ検出することができた。
また、種々の条件下で培養したHeLa細胞中のカスパーゼ活性を比較したところ、アポトーシスを誘導
した細胞では、カスパーゼ-3と-8の両方の活性が増加していることが確認できた。本法は、蛍光や色素
標識した基質を必要とせず、使用する試薬も安価であり、操作も簡便である。さらに、複数の基質を使
用することで、細胞中の各種カスパーゼ活性を一斉に検出できることから、カスパーゼが関与する発生
や癌などの研究に有用であると考えられる。 
